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肠型胃癌的超级增强子重塑特征及上调迁移诱导蛋白CEMIP表达的作用研究
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陆军特色医学中心（第三军医大学大坪医院）消化内科，消化系统肿瘤精准防治重庆市重点实验室，重庆

［摘要］ 目的 绘制肠型胃癌的超级增强子重塑图谱，揭示超级增强子的肿瘤生物学功能及可能

激活的下游靶基因。方法 收集陆军特色医学中心消化内科 2022年 1-12月收治行内镜检查、治疗的

患者的 31例正常胃黏膜组织、23例肠型胃癌组织及 9例肠型胃癌类器官进行靶向组蛋白H3K27ac修饰

的染色质靶向捕获（cleavage under targets and tagmentation， CUT&Tag）测序，基于生物信息学工具描绘

肠型胃癌的超级增强子重塑特征并鉴定关键靶基因；利用CRISPRi技术干预超级增强子，Western blot
检测靶基因的表达，并采用CCK-8法和Transwell迁移、侵袭实验检测对照组细胞及干预组细胞的增殖、

迁移、侵袭能力。结果 肠型胃癌组织与正常胃黏膜组织超级增强子信号差异明显（P<0. 05），癌组织

中的活性超级增强子可能参与免疫系统的负向调节、细胞黏附等生物学过程；在肿瘤细胞中表达上调

的细胞迁移诱导蛋白（cell migration-inducing protein，CEMIP）受到超级增强子的调控，干预超级增强子后

肿瘤细胞 CEMIP 蛋白表达量下降（P<0. 05），细胞增殖率、相对迁移面积和相对侵袭面积也随之下降  
（P<0. 05）。结论 肠型胃癌发生了超级增强子重塑，其下游靶基因CEMIP可促进癌细胞生长、迁移和

侵袭。
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Remodeling characteristics of super-enhancers in intestinal gastric cancer and their 
roles in upregulating CEMIP expression
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［Abstract］ Objective　To map the super-enhancers remodeling of intestinal gastric cancer and reveal 
the tumor biological functions of the super-enhancers and the downstream target genes that may be activated.  
Methods　A total of 31 normal gastric mucosal tissues， 23 intestinal gastric cancer tissues and 9 intestinal 
gastric cancer organoids were collected from the Department of Gastroenterology of Army Medical Center of 
PLA from January to December 2022.  Chromatin targeting histone H3K27ac modified chromatin targeting 
cleavage under targets and tagmentation （CUT&Tag） sequencing was conducted on above tissues.  The 
remodeling profiles of super-enhancers in intestinal gastric cancer were analyzed and the key target genes were 
identified based on bioinformation tools.  CRISPRi technology was used to intervene with the super-
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enhancers， the expression of target genes was detected with Western blotting， and the proliferation， migration 
and invasion abilities were detected by CCK-8 assay and Transwell chambers in the control group and the 
intervention group.  Results　There was a significant difference in the signal of super-enhancers between 
intestinal gastric cancer tissues and normal gastric mucosal tissues （P<0. 05）， and the active super-enhancers 
in cancer tissues may be involved in biological processes such as negative regulation of the immune system and 
cell adhesion.  The expression of up-regulated cell migration-inducing protein （CEMIP） in tumor cells was 
regulated by the super-enhancers， and intervening the super-enhancers down-regulated the expression of 
CEMIP （P<0. 05）， and inhibited the cell proliferation， invasion and migration abilities of tumor cells （P<
0. 05）.  Conclusion　Super-enhancer remodeling is observed in intestinal gastric cancer， and they can up-

regulate the expression of CEMIP gene and promote the growth， migration and invasion of cancer cells.  
［Key words］ intestinal gastric cancer； histone H3K27ac； super enhancer； cell migration-inducing 

protein
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胃癌是我国乃至全世界常见的恶性肿瘤之一，居

我国恶性肿瘤发病率第五、死亡率第三［1］。我国胃癌

患者确诊时大多已是进展期，且接受传统治疗的疗效

较差［2］。基于 Lauren 分型，胃癌分为肠型、弥漫型和

混合型，其中肠型胃癌发病率较高［3］，其主要由幽门螺

旋菌感染引起的慢性萎缩性胃炎、肠化、异型增生进

展形成。肠型胃癌作为一种独特病理组织学亚型，亟

待深入研究其发病机理，发现新干预靶点。肿瘤的发

生发展是一系列复杂的过程，肿瘤细胞的异质性和表

型可塑性被认为是该过程中的主要驱动因素［4］，其中，

表观调控的异常可能发挥重要作用 ［5］。表观调控方

式主要包括组蛋白修饰、DNA 甲基化、染色质重塑和

非编码 RNA 等。表观调控紊乱常通过基因组活性元

件实现对基因表达的异常调控，以H3K27ac修饰为标

志的超级增强子是其中的重要内容。

细胞迁移诱导蛋白（cell migration-inducing protein，
CEMIP）被报道在肿瘤中发挥促癌基因的作用，其在

多种肿瘤中表达上调，可促进肿瘤细胞侵袭及转移，

然而其异常高表达的表观调控机制尚未完全阐明。

本研究利用染色质靶向捕获测序（cleavage under 
targets and tagmentation， CUT&Tag）技术，系统性绘制

肠型胃癌中的超级增强子重塑图谱，初步揭示肠型胃

癌细胞中超级增强子的功能状态及其下游靶基因生

物学功能，为肠型胃癌的防治提供新的靶点和干预

思路。

1　材料与方法

1. 1　临床样本来源

本研究共纳入正常胃黏膜组织 31例、肠型胃癌组

织 23 例、肠型胃癌类器官 9 例，均来自陆军特色医学

中心消化内科 2022年 1-12月收治的行内镜检查和治

疗的患者。样本经内镜下活检或内镜下胃黏膜剥离

术后获得，并经过 2名病理科医师确认病理状态后用

液氮保存。肠型胃癌样本纳入标准：经内镜、病理检查

确诊为肠型胃癌。排除标准：①凝血功能障碍；②内

镜下治疗过程中因特殊原因终止或由于病变范围过

小不满足取样条件。本研究已经陆军特色医学中心

伦理委员会审批通过［医研伦审（2021）第 260号］，样

本采集均获患者知情同意。

1. 2　CUT&Tag建库及测序

取冻存胃癌组织，充分研磨后利用碘沙醇梯度溶

液提取细胞核并用台盼蓝染色计数，收集 105个细胞

核，使用CUT&Tag试剂盒（南京诺唯赞公司，#TD903）
以及 H3K27ac 抗体（中国爱博泰克公司，#A7253），按

照试剂盒说明书进行文库构建并上机测序。

1. 3　转录组建库及测序

对胃癌组织样本进行RNA抽提并质控，检测RNA
是否降解（RIN 值≥7），选择 RNA 含量≥1 μg 的样本

进行后续操作。使用 rRNA去除试剂盒（美国 Illumina
公司）获取mRNA并进行片段化处理。随后反转录合

成双链 cDNA，对 cDNA进行接头连接、纯化，PCR扩增

并再次质检，上机测序。

1. 4　数据分析

1. 4. 1　CUT&Tag 及 RNA-seq测序数据分析　　分别

下载 CUT&Tag 及 RNA-seq 测序仪下机数据，对于

CUT&Tag测序数据，分析流程如下：使用Fastp［6］进行初

步数据质控、Cutadapt［7］进行接头序列去除、Bowtie2［8］

进行人 hg38 参考基因组比对、Samtools［9］进行低质量

片段过滤、MACS2［10］进行基因组 H3K27ac 信号峰寻

找［11］、ChIPseeker［12］进行信号峰区域注释。
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对于 RNA-seq 测序数据，分析流程如下：使用

Fastp 进行初步数据质控、Sortmerna［13］进行 rRNA 去

除、Hisat2［14］进行人 hg38参考基因组比对、Samtools进
行低质量及重复片段过滤，使用RSeQC［15］再次进行数

据质控，评估数据测序饱和度、DNA片段分布，最后使

用FeatureCounts［16］工具进行基因表达定量。

1. 4. 2　超级增强子鉴定　　使用 MACS2 寻找出的

H3K27ac信号峰根据其所处的基因组位置，将位于基

因转录起始位点（transcription start site，TSS）上下游

2 000个碱基内的信号峰定义为启动子元件，其余信号

峰定义为增强子元件［17］。利用 MAnorm2［18］工具对增

强子信号峰进行合并，获取到样本间的共识增强子，

用 FeatureCounts 对共识增强子区域进行 H3K27ac 信

号强度定量。鉴定出增强子区域后，根据各增强子区

H3K27ac 信号强度，利用 Rose2 算法鉴定共识超级增

强子，并进行超级增强子注释。

1. 4. 3　差异分析　　利用 FeatureCounts 工具对各样

本的超级增强子区域 H3K27ac 修饰信号峰强度进行

定量分析，使用 DESeq2［19］计算肠型胃癌组织与正常

胃黏膜组织之间的差异超级增强子［差异倍数（fold 
change，FC）≥1. 5，P<0. 05］。对于 RNA 测序数据，将

基因定量结果进行标准化处理后，使用 DESeq2 鉴定

肠型胃癌组织与正常胃黏膜组织之间的差异表达基

因（FC≥1. 5，P<0. 05）。

1. 4. 4　基因本体论（Gene Ontology，GO）富集分析　　提

取差异表达基因，使用 clusterProfiler工具包［20］指定富

集条目为“BP（biological process）”，P<0. 05 时认为预

测结果具有统计学意义。

1. 4. 5　单细胞转录组数据分析　　下载已发表胃癌

数据集HRA000051［26］原始数据，使用Cell Ranger工具

对数据进行人 hg38参考基因组比对及定量，得到单细

胞表达矩阵。对于每个独立的胃癌组织样本，使用

Seurat工具包［21］导入并进行数据基础分析。①去除低

质量细胞，去除标准：细胞 UMI数<1 000，表达的基因

数量<500或>6 000，细胞表达的线粒体相关基因占比

>50%；②表达矩阵归一化、计算高度可变基因、PCA主

成分分析：将剩余的细胞使用“NormalizeData”函数进

行归一化、使用“FindVariableFeatures”函数寻找高变

基因，选择前 2 000 个高变基因进行后续主成分分析

（principal component analysis，PCA）；③降维：根据PCA
主成分分析结果，选择前 20 个主要成分进行 umap 降

维；④去除双胞：使用 DoubletFinder 工具包［22］进行双

胞预测，提取单胞后依次进行归一化、高变基因计算、

PCA主成分分析、降维处理；⑤合并样本、去除批次效

应：使用 Harmony 工具包［23］进行样本合并，根据指定

的样本批次来源用“RunHarmony”函数去除各样本之

间存在的批次效应，随后使用 Seurat工具包针对合并

后的样本进行降维和无监督聚类；⑥细胞注释：使用

SingleR工具包［24］对数据进行初步细胞类型预测，随后

使用已发表胃癌单细胞转录组数据中各细胞亚群的

标志基因［25］对工具包预测结果进行验证和补充；⑦差

异分析：提取上皮细胞亚群，根据 CEMIP 基因的表达

量中位数将上皮细胞划分为 CEMIP 高表达组和

CEMIP低表达组。使用Seurat工具包“FindMarkers”函
数，指定 CEMIP 高表达细胞为比较组，CEMIP 低表达

细胞为对照组计算差异基因（FC>0. 25，P<0. 05）。

1. 4. 6　上皮细胞良恶性评分　　参考既往文献提出

的胃上皮细胞良恶性区分办法［26］，首先计算 TCGA-

STAD 肿瘤样本与正常样本之间的差异基因，分别取

肿瘤组织以及正常组织中表达上调的前 50个差异基

因，组成“肿瘤相关基因集”和“正常相关基因集”，使

用 Seurat工具包的“AddModuleScore”函数对上皮细胞

亚群打分，根据得分使用 K-means聚类将上皮细胞分

为 2类：肿瘤上皮细胞和正常上皮细胞。随后计算两

者间的差异基因，取“肿瘤上皮”中表达上调的前 50个

差异基因作为“肿瘤相关基因集”，取“正常上皮”中表

达上调的前 50个差异基因作为“正常相关基因集”，再

次对上皮细胞亚群进行打分并聚类。重复以上过程，

直至上皮细胞分类结果趋于稳定。将“肿瘤相关基因

集”得分高的上皮细胞亚群定义为恶性上皮细胞，将

“正常相关基因集”得分高的上皮细胞亚群定义为正

常上皮细胞，随后使用恶性细胞标志基因、通路富集

等方式对以上分类结果进行验证。

1. 4. 7　代谢活性评分　　选择CEMIP高表达细胞和

低表达细胞评估代谢活性，利用 scMetabolism 工具

包［27］的“AUCell”算法，针对京都基因与基因组百科全

书（Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes，KEGG）
数据库中多个细胞代谢通路对细胞进行代谢活性评

分，得分越高者认为该代谢通路活性越强，P<0. 05时

认为预测结果具有统计学意义。

1. 4. 8　恶性生物学行为相关基因集评分　　搜集已

报道的肿瘤恶性生物学行为相关基因集［28-29］，包括细

胞黏附、上皮间质转化（epithelial mesenchymal transition，
EMT）、免疫逃逸、转移、血管生成、增殖和凋亡，用

Seurat 工具包的“AddModuleScore”函数计算并比较

CEMIP 高表达组及低表达组细胞的恶性生物学行为

得分。

1. 5　载体构建、细胞培养及感染

查看基因组上 CEMIP 超级增强子区域 H3K27ac
修饰情况，选取其中 2段 H3K27ac修饰较高的区域作
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为候选片段进行干预。针对每个候选片段，于CRISPOR
网站分别设计 sgRNA，选择特异性得分最高的 sgRNA
进行引物合成，并分别连接至已酶切好的 pLV hU6-

sgRNA hUbC-dCas9-KRAB-T2a-Puro 载体上，转化、测

序、扩增后在 293T细胞（购自美国ATCC公司）中进行

病毒包装，同时包装未连接 sgRNA引物的空载体对照

组慢病毒，得到 CRISPRi 慢病毒（CRISPRi 抑制组 1、
CRISPRi 抑制组 2）及空载体病毒（对照组）进行后续

实验。

人胃癌 GTL-16 细胞（购自比利时 Academic Labs
公司）在含 10%胎牛血清和 1%双抗的RPMI1640培养

基中培养，并在 37 ℃、5%CO2的培养箱生长。细胞接

种于 6 孔板中，细胞贴壁达板底面积 40%~50% 时，分

别感染 CRISPRi 慢病毒（CRISPRi 抑制组 1、CRISPRi
抑制组 2）及空载体病毒（对照组）24 h后换液，继续培

养至细胞贴壁达板底面积 80%~90%时加入嘌呤霉素

进行筛选，当野生型细胞被完全杀死呈漂浮状态时停

止筛选，目的细胞更换为新鲜完全培养基进行后续

实验。

1. 6　CCK‐8实验

取生长良好的CRISPRi抑制组1、CRISPRi抑制组2
细胞和对照组细胞，并在室温下消化、离心（1 000 r/min，
5 min）后，用完全培养基重悬并进行细胞计数，以约

2×103个/孔接种于 96 孔板中，分别于第 1、2、3、5 天时

使用 CCK‐8 活力检测盒测定各孔 450 nm 处光密度值

［D（450）］。

1. 7　Transwell迁移、侵袭实验

1. 7. 1　迁移实验　　将 CRISPRi 抑制组 1、CRISPRi
抑制组 2细胞和对照组细胞进行消化、离心后，用无血

清培养基重悬并进行细胞计数。取24孔板加入600 μL
完全培养基，放入Transwell小室，根据细胞分组，每个

小室加入 1×105个细胞，标记后置于 37 ℃、5%CO2的培

养箱培养48 h，取出细胞用多聚甲醛固定、结晶紫染色

后显微镜下随机选取 5个视野拍照，使用 Image J软件

计算相对迁移面积。

1. 7. 2　侵袭实验　　同 Transwell 迁移实验，重悬

CRISPRi抑制组 1、CRISPRi抑制组 2细胞及对照组细

胞并进行细胞计数。取 24孔板加入 600 μL完全培养

基，放入提前用基质胶包被的 Transwell 小室，于小室

中加入 2×105个细胞，标记后置于 37 ℃、5%CO2的培养

箱培养48 h，取出细胞用多聚甲醛固定、结晶紫染色后

显微镜下随机选取 5个视野拍照，使用 Image J软件计

算相对侵袭面积。

1. 8　Western blot检测

用 RIPA 裂解液处理 CRISPRi 抑制组 1、CRISPRi
抑制组 2细胞和对照组细胞，制备蛋白溶液并测量各

组蛋白浓度。各取 40 μg蛋白溶液进行 SDS-PAGE 电

泳，转至 PVDF 膜上，用 5% 脱脂奶粉进行室温封闭

1. 5 h，根据目的蛋白孵育相应一抗抗体，于 4 ℃摇床

中孵育过夜。12 h 后取出洗涤后室温孵育二抗抗体

1. 5 h，充分洗涤后进行曝光显影。使用 Image J 软件

评估蛋白灰度值，目的蛋白灰度值与内参蛋白灰度值

的比值作为目的蛋白相对表达量。

1. 9　统计学分析

使用 SPSS 26. 0和 GraphPad Prism 9. 0软件，符合

正态分布的实验数据为计量资料，以 x̄±s 表示。两组

间比较采用独立样本 t检验，P<0. 05认为差异具有统

计学意义。

2　结果

2. 1　获取高质量 CUT&Tag 测序数据，绘制 H3K27ac
修饰的全基因组分布图谱

通过标准的质控流程对正常胃黏膜组织、肠型胃癌

组织和肠型胃癌类器官进行靶向 H3K27ac 修饰的

CUT&Tag 建库及测序，以描述肠型胃癌组织组蛋白

H3K27ac修饰特征。结果显示：CUT&Tag测序数据总

DNA片段数均>5×106个，提示H3K27ac修饰信号足够

用于下游分析；其基因组比对率均>85%，提示文库质

量良好，无明显接头污染；位于信号峰区域的DNA片段

分数均>10%，提示染色质上特定信号峰区域的H3K27ac
信号富集较为特异；信号峰数量均>2×104 个，提示

H3K27ac信号富集较为集中（图 1A）。据此，CUT&Tag
测序数据均达到质控标准，满足下游分析要求。

系统分析胃黏膜组织 H3K27ac 的全基因组分布

特征显示：胃癌组织、正常胃黏膜组织的 H3K27ac 信

号主要分布于启动子、基因间及内含子区域（图 1B），

二者全基因组H3K27ac信号分布规律无明显差异。

2. 2　肠型胃癌组织具有显著的超级增强子重塑特征

对肠型胃癌、正常胃黏膜组织样本的H3K27ac信
号无监督聚类分析结果表明：肠型胃癌、正常胃黏膜

组织明显聚为２类，且组间相关性较低；提示两种胃

黏膜组织的H3K27ac修饰全局特征存在明显差异（图

2A）。值得注意的是，正常胃黏膜组织各样本之间

H3K27ac信号特征相关性较强，肠型胃癌组织各样本之

间相关性较弱，提示正常胃黏膜组织各样本 H3K27ac
信号特征较为一致，而肿瘤组织内部H3K27ac信号特

征则存在较大异质性（图2A）。
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进一步探究肠型胃癌与正常胃黏膜差异的超级

增强子 H3K27ac 信号，利用 ROSE2 分析鉴定共发现

5 219 个超级增强子（图 2B），DESeq2 分析发现，两种

组织存在 816个差异的超级增强子 H3K27ac信号峰，

占全部信号峰数量的 15. 6%（图 2C）。其中，肿瘤组织

获得性超级增强子 456 个，占差异信号峰数量的

55. 9%，肿瘤组织丢失性超级增强子 360个，占差异信

号峰数量的 44. 1%（图 2C），提示获得性超级增强子重

编程是肠型胃癌的重要表观遗传学特征。

2. 3　超级增强子重编程可能调控胃癌发生发展中多

种恶性生物学行为

基于以下条件鉴定超级增强子下游靶基因：①该

基因超级增强子区域H3K27ac修饰信号显著富集；②该

基因 mRNA 表达水平随超级增强子区域 H3K27ac 修

饰信号富集而上调。分析RNA-seq测序数据发现，较

之正常胃黏膜，肠型胃癌组织共有 3 990 个基因表达

显著上调，3 900个基因表达显著下调；其中，上调基因包

括MYC、CDX2、ERBB2 等胃癌发生相关基因（图 2D）。

结合超级增强子注释分析显示：MYC、CDX2、ERBB2
等基因表达可能受到超级增强子调控（图 2B、D），提

示肿瘤组织获得性超级增强子的激活可能促进胃癌

相关基因的表达。

为全面、准确鉴定出肿瘤组织获得性超级增强子

下游靶基因，整合分析肠型胃癌和正常胃黏膜组织

CUT&Tag H3K27ac 测序数据和 RNA 测序数据，在肠

型胃癌组织中共筛选出H3K27ac修饰信号显著富集和

mRNA 表达同步上调的基因共 215个（图 2E）。GO 富

集分析提示，以上215个肿瘤组织获得性超级增强子靶

基因可能参与免疫系统的负向调节、淋巴细胞增殖的

负向调节、细胞黏附、雌激素代谢等生物学过程（图2F），
提示肿瘤组织超级增强子重编程可能正向调控细胞黏

附等恶性生物学行为、负向调控抗肿瘤免疫。

2. 4　超级增强子靶基因 CEMIP 在肠型胃癌组织中高

表达

肿瘤上皮细胞在肿瘤的发生发展过程中扮演着

核心角色，促癌相关基因异常表达导致肿瘤上皮细胞

恶性行为的获得是肿瘤发展的重要驱动力，因此，鉴

定肿瘤细胞中超级增强子重塑所调控的促癌靶基因

具有重要意义。基于以上 215个肿瘤组织获得性超级

增强子及靶基因，根据以下标准确定候选验证靶基

因：①超级增强子H3K27ac修饰信号在肠型胃癌类器

官中显著富集（图 3A）；②超级增强子H3K27ac信号水
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白H3K27ac信号全基因组分布图谱

图1　CUT&Tag测序绘制的肠型胃癌的全基因组H3K27ac修饰图谱
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平-靶基因表达水平呈显著正相关，且 Spearman 相关

性系数>0. 5（图 3A、B）。结果显示：在以上 215个肿瘤

组织获得性超级增强子预测靶基因中，共有 34个基因

在肠型胃癌类器官中也受到超级增强子调控，其中7个

基因的Spearman相关性系数>0. 5，以CEMIP基因超级

增强子信号排名最为靠前，P值最为显著（图 3B）。采

用 IGV可视化显示，与正常胃黏膜组织相比，肠型胃癌

组织及肠型胃癌类器官中CEMIP基因的超级增强子区
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A：肠型胃癌及正常胃黏膜组织样本相关性聚类分析；B：肠型胃癌与正常胃黏膜组织中的超级增强子鉴定结果；C：肠型

胃癌差异超级增强子火山图；D：肠型胃癌差异基因火山图；E：肿瘤组织获得性超级增强子下游关键靶基因鉴定策略；

F：肿瘤获得性超级增强子下游靶基因生物学功能的预测结果

图2　肠型胃癌超级增强子的重塑特征及其生物学功能
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域H3K27ac信号明显增强（图3C），提示CEMIP可能是

肿瘤细胞中受超级增强子调控的重要促癌靶基因。

通过癌症和肿瘤基因图谱（the cancer genome 
atlas，TCGA）分析胃癌公共转录组数据发现，CEMIP
在肿瘤组织中表达上调（P<0. 05，图 3D）， CEMIP高表

达胃癌患者具有更短的总生存期（over survival，OS）
（图 3E）。提示肠型胃癌的超级增强子可上调 CEMIP
基因转录，导致在胃癌组织广泛高表达并促进肿瘤进

展，进而导致患者预后不良。

2. 5　CEMIP可能调控多种恶性生物学过程

为明确超级增强子靶基因 CEMIP 在肿瘤细胞中

的生物学功能以及潜在临床意义，分析胃癌单细胞转

录组数据HRA000051结果显示：CEMIP主要高表达于

上皮细胞中的恶性细胞亚群（图 4A~D），提示 CEMIP
表达可能与细胞恶性生物学行为密切相关。将上皮

细胞分为CEMIP高表达亚群、CEMIP低表达亚群行差

异分析及通路富集，结果显示：高表达 CEMIP 的上皮

细胞亚群可能参与类固醇、脂肪酸及甘油酯代谢过

程、细胞黏附过程，并负向调控免疫反应以及调控T细

胞或NK细胞介导的细胞毒性作用（图 4F）。利用单细

胞代谢活性分析工具 scMetabolism，对 CEMIP 高表达

及低表达细胞亚群进行代谢活性打分，结果显示：

CEMIP高表达亚群具有更高的类固醇激素生物合成、

甘油磷脂代谢、脂肪酸生物合成活性（图 4E），与GO富

集结果一致。

为明确CEMIP对细胞黏附、免疫逃逸等恶性生物

学行为的调控作用，利用已报道的肿瘤恶性生物学行

为相关基因集对 CEMIP 高表达及低表达细胞亚群进

行打分，结果显示：CEMIP 高表达细胞亚群具有更高

的细胞黏附、上皮间质转化、免疫逃逸、转移、血管生

成及恶性增殖评分，而凋亡评分较低（P<0. 05，图4G）。

以上结果说明CEMIP在恶性肿瘤细胞中表达上调，可

能通过调控肿瘤细胞代谢、细胞增殖及黏附、血管生

成、免疫逃逸等方式促进肿瘤细胞的恶性进展。

2. 6　超级增强子通过调控 CEMIP 的表达促进细胞恶

性生物学过程

为验证超级增强子对 CEMIP 基因表达的调控作

用，利用 CRISPRi 技术在人胃癌细胞系 GTL-16 中抑

制 CEMIP 超级增强子基因组上不同 H3K27ac活性区

域（图 5A），检测 CEMIP 蛋白表达水平，结果显示：与
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图3　CEMIP的超级增强子调控谱征
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对照组比较，CRISPRi抑制组1、CRISPRi抑制组2细胞

CEMIP蛋白表达显著下调（P<0. 05，图5B、C）。CCK‐8、
Transwell 迁移及侵袭实验评估干预超级增强子活性

对胃癌细胞增殖、迁移及侵袭能力的影响，结果表明：

与对照组比较，CRISPRi抑制组1、CRISPRi抑制组2细

胞增殖能力、迁移能力及侵袭能力均显著降低（P<
0. 05，图 5D~H）。Western blot 检测 EMT 通路相关蛋

白水平结果显示：CRISPRi抑制组 1、CRISPRi抑制组 2
细胞间质细胞标志物 N-cadherin 表达下调，上皮细胞

标志物 E-cadherin 表达上调（P<0. 05，图 5B、C），提示

超级增强子可通过调控 CEMIP 的表达调节 EMT 通

路，促进胃癌细胞的转移。抑制CEMIP超级增强子区

域H3K27ac活性后，由CEMIP所调控的增殖、转移、侵

袭等生物学过程亦受到抑制。
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据恶性上皮细胞划分结果；D：CEMIP 在上皮细胞中的表达情况；E：气泡图显示 CEMIP 高表达上皮细胞及 CEMIP 低表达

上皮细胞代谢活性评分；F：GO 富集分析显示 CEMIP 高表达上皮细胞差异基因生物学功能；G：小提琴图显示 CEMIP 高

表达上皮细胞及低表达上皮细胞各生物学行为基因集评分　a：P<0. 05
图4　CEMIP可能调控的恶性生物学过程
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3　讨论

3. 1　超级增强子重塑在肠型胃癌发生发展中的重要

作用

肿瘤的发生发展是一系列复杂的过程，癌变进展
过程中序贯性积累基因突变和表观遗传学改变。表
观遗传是在不改变DNA序列的情况下调节基因表达，
维持遗传稳定。表观遗传的重塑往往通过活性基因

组元件来达到调控基因表达的目的，其中超级增强子

的重塑尤为重要。超级增强子的基本组成元件是增

强子：一种相对保守的位于基因上游或下游的短片段

DNA。其富含H3K27ac组蛋白修饰，可通过招募特异

的转录因子与基因启动子形成特定环路，激活或增强

靶基因转录，从而决定细胞命运与组织形态。超级增

强子通常由多个普通增强子连接在一起，是一组更强

大、更密集的富集转录因子结合位点的增强子群体，
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1：对照组；2：CRISPRi抑制组1；3：CRISPRi抑制组2；a：P<0. 05，与对照组比较

A：CEMIP 超级增强子区域 H3K27ac 活性抑制细胞系构建模式图；B、C：Western blot 检测各组 CEMIP、N-cadherin、           
E-cadherin 蛋白表达及定量分析；D：CCK‐8实验检测各组细胞增殖情况；E、F：Transwell迁移实验观测各组细胞的迁移能

力；G、H：Transwell侵袭实验观测各组细胞的侵袭能力

图5　超级增强子可上调CEMIP表达对细胞增殖和迁移的促进作用
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形成更高级别的调控单位，放大靶基因的表达水平。
超级增强子重塑是肿瘤细胞的特征之一，相对于普通
增强子，其能更高程度地改变基因表达网络、调控促
癌相关基因的异常表达，赋予细胞无限增殖、侵袭转
移以及抵抗免疫应答的能力。

肠型胃癌是胃癌中发病率较高的病理学亚型，其
发生发展的表观调控机制尚不清楚。超级增强子作
为表观调控的重要方式，在肠型胃癌中研究尚少，其
重塑状态和功能调控亟待深入挖掘。本研究利用高
质量CUT&Tag H3K27ac测序数据，系统描绘肠型胃癌
组织中的超级增强子重塑图谱，发现肿瘤组织获得性
超级增强子可能参与免疫系统的负向调节、淋巴细胞

增殖的负向调节、细胞黏附、雌激素代谢等生物学过
程，提示超级增强子重塑可能广泛影响肿瘤发生发展
的各个环节；本研究还发现超级增强子重塑可能调控
MYC、CDX2、ERBB2 等胃癌相关基因的表达，这些发
现与既往报道一致［30］，表明获得性超级增强子可通过
调控关键基因的表达发挥其促进肿瘤发生发展的功
能。系统研究超级增强子对肠型胃癌的表观调控机
制，有助于更全面地认识肠型胃癌的表观重塑特征、
挖掘新的靶向目标、并基于此开发肿瘤干预新技术，

对于肠型胃癌的精准治疗具有一定指导意义。
3. 2　超级增强子通过调控 CEMIP 表达促进胃癌细胞

的恶性生物学行为

CEMIP基因编码细胞迁移诱导蛋白，可参与透明
质酸的降解，其异常高表达与肿瘤发生、侵袭及淋巴
结转移显著相关［31］。大量研究发现，CEMIP 在乳腺
癌、结直肠癌、胰腺癌、肺癌中表达上调，可促进肿瘤
细胞增殖和迁移，其机制与该基因激活 Wnt/β-catenin
信号通路、调节 EMT中基质金属蛋白酶家族活性［32］、
促进糖原分解［33］、调节细胞周期等过程［34］有关。本研
究同样发现，胃癌肿瘤细胞中 CEMIP 表达上调，高表
达CEMIP的肿瘤细胞亚群具有更高的细胞黏附、免疫
逃逸等恶性生物学行为评分以及激素和脂肪酸代谢
活性。以上研究结果表明，CEMIP可通过多种途径调
控细胞恶性生物学行为，对于肿瘤发生发展具有广泛
的功能和潜力。尽管大量研究已证实 CEMIP 的促癌
作用，由于目前针对 CEMIP 的靶向治疗尚未成熟，其
治疗效果仍不理想。因此，从超级增强子活性角度出

发，深入研究该基因的转录调控机制，通过 CEMIP 上
游表观调控元件实现基因表达干预，在超级增强子的
基础上进行靶向干预治疗探索，有望为临床肿瘤治疗
提供新的思路。

本研究通过描绘肠型胃癌组织超级增强子重塑
特征，发现促癌相关基因CEMIP可能受到超级增强子
的调控，进一步利用CRISPRi技术对CEMIP超级增强
子区域H3K27ac活性进行抑制，验证了超级增强子可

通过调控 CEMIP 的表达促进细胞增殖、迁移、侵袭等
恶性生物学过程。针对该超级增强子进行干预，可下
调CEMIP表达，从而发挥抑癌作用。本研究也有一定
局限性，超级增强子区域H3K27ac修饰状态的改变往
往伴随着转录因子富集模式的转变，探索超级增强子
区域转录因子富集度、锁定关键转录因子，有助于进
一步揭示CEMIP等重要促癌基因的表观调控机制，为
解析肿瘤生物学行为提供更加深入的理论依据。
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